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論文内容要旨
浄
 動物が外界の光情報を捉える仕組は「視覚」として発達してきた。眼の網膜にある視細胞は
 光を捉えてそれを膜電位という生体に適するシグナルに変換する。視細胞の中で光をキャッチ
 する分子は視物質とよばれるタンパク質である。脊椎動物の視細胞には薄明視に携わる桿体細
 胞と,色覚に関与する錐体細胞とがある。前者の視物質をロドプシン,後者のそれを色覚色素
 とよんでいる。
 ロドプシ'ンは348残基からなるポリペプチドと,補欠分子レチナールからなる。脊椎動物では
 ロドプシンは円板膜とよばれる偏平した袋状の膜に埋まって存在する。この円板膜は幾層にも
 積み重ねられて桿体細胞の外節につまっている。
 最もよく研究されているウシロドプシンは全アミノ酸配列が決定されている。それをもとに,
 膜内の構造モデルが提出された。それは,N末端を円板膜内側にもち,α一ヘリックス状の疎水
 性セグメントで7回膜を貫通し(N末端から1,11,…VIIとする),C末端を細胞質側にもっと
 いうものである。しかし,今までのところN末端とC末端,そしてループVIV1の配向以外に,
 このモデルに対する実験的証拠は少ない。
 ロドプシンの立体構造が不明である一方で,その機能はよく研究されてきた。主要な機能は
 次の3点である。
 1)光信号の受容:光はロドプシンの補欠分子レチナールに吸収される。
 2)光信号の受け渡し:光活性化したロドプシンは自らの構造を変化させ,細胞質側でG
 タンパクの一種であるトランスデューシンと結合し,それを活1生化する。
 3)信号のスイッチオフ:光活性化ロドプシンはリン酸化される。リン酸化を受けたロドプ
 シンはもはやトランスデューシンを活性化しないという。このリン酸化は特異的で,その
 酵素をロドプシンキナーゼと呼ぶ。
 この様なロドプシンの構造と機能に関する研究を背景として,本論文では構造上のどの部分
 が機能領域であるかを推定することを目的のひ'とつとした。
 ところで,視覚のよく発達した動物は,脊椎動物・節足動物・軟体動物の3種である。従っ
 てこれらの動物が分化する以前にロドプシンの祖先分子が存在したと考えられる。そこでこれ
 らの動物のロドプシンの共通性を探ること,また,現存の動物ロドプシンの機能が祖先分子か
 らどの様に変化していったかを探ることも目的とした。
 ロドプシンの分子構造一抗体による解析
 ロドプシンの機能ドメインを推定するには,まずロドプシンの構造モデルを検証することが
 必要であると考えた。そのために,抗ウシロドプシンモノクローナル抗体を準備した。3種の
 抗体のうち,2種が膜状態ロドプシンに結合できた。従ってこれらの抗体に対する決定基は水
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 溶性領域に露出している筈である。もし決定基を同定すれば,一次構造上の決定基周辺は膜か
 ら露出していることが分り,モデルを部分的に検証することができる。
 Rh29と名付けた抗体は変「生ロドプシンにも結合できたので,この抗体に対する決定基を同
 定することにした。まずRh29が円板膜のどちら側に結合するかを調べる目的で,∫ntactな閉じ
 た円板膜と,それを破いた円板膜をコンペティターとするELISA競合法を行った。その結果,
 Rh29は円板膜内側に結合することが分った。
 次にロドプシンを臭化シアンで断片化したもののうち,どの断片にRh29が結合するかを調
 べた。ゲルろ過で抗体反応断片を精製し,アミノ酸組成を調べたところ,この断片は2-39番
 の臭化シアン切断断片であることが分った。更に,この範囲内の残基間を切断する酵素を使っ
 て抗原決定基の範囲をせばめたところ,Rh29は少くとも21-25番の残基に結合するという結
 論に達した。この領域は,ロドプシン構造モデルでも円板膜内側に露出しているので,上の結
 果はモデルに反していないことになる。
 次にこのRh29をプローブとして更にモデルを検証する実験を行った。円板膜状態のロドプ
 シンをパパイン又はキモトリプシンで消化し,イムノブロッティングによりRh29と結合した
 断片を検出する。その断片の分子量から,N末端からおよそ何残基の部位で切断されたかが分
 る。そして,酵素は閉じた円板膜に対して働かせたので,切断された部位は細胞質側に露出し
 ていたと結論できる。
 実際にRh29と結合したものは,パパインによる13kDa・キモトリプシンによる21kDaの断片
 であった。これらの分子量から,モデル上のループ1/11,及び111/1Vが細胞質側に露出してい
 て,そこがパパインやキモトリプシンで切断されたと考えて矛盾がないことが分った。
 以上の結果と既に報告されている結果から,少くとも細胞質側のループについては提出され
 ているモデルは妥当なものであると判断した。
 ところで,Rh29は暗状態のロドプシンに対するよ9も,光退色後のオプシンに対して100倍
 も強く結合することが,それらをコンペティターとするELISA競合法で分った。このことは,
 ロドプシンの光活性化に伴う構造変化が,Rh29に対する決定基周辺でも起こることを示すも
 のである。
 鱗ドプシンの分子構造一アミノ酸配列比較による解析
 脊椎動物のうち,ロドプシンのアミノ酸配列が分っているのはウシとヒトだけである。一般
 に構造や機能に重要な領域は異なる動物間でも特によく配列が保存される。しかし,ウシとヒ
 トはアミノ酸配列相同性が高すぎて,その領域を特定できない。そこでウシとヒトよPも古く
 に分れ・しかもロドプシンの機能が殆ど同じである鳥類(ニワトリ)のロドプシン遺伝子をク
 ローニングし,全アミノ酸配列を決定した。
 ウシ・ニワトリ間のアミノ酸配列相同性は全体で84%であった。更に,ニワトリロドプシン
 のハイドロパシィプロットの形はウシのそれと殆ど同じであったので,ウシロドプシンの構造
 一128～
 モデルをニワトワにも当てはめてみた。このモデルに沿ってウシとニワトリの配列を比較する
 と,次のような特徴が見い出された。ω
 1)膜中の7本の疎水性領域1この領域のアミノ酸置換は殆どが保存性のもので,特に構造を
 変化させうるプロリン・グリシン・解離性残基の置換は起きていない。
 2)細胞質側ループ:3つのループとも1残基の保存性置換を除いて完全に同一である。ま
 た,この領域は色覚色素ともよく一致した配列を示す。このことから,細胞質ノレープは視物
 質に共通した機能を果す領域であると推論した。
 3)C末端前半部:やはり1残基の保存性置換を除いて完全に同一である。しかしこの領域は
 色覚色素と全く異なる配列を示すので,ロドプシンにのみ共通した機能を果す領域であると
 推論した。
 4)C末端後半部:ニワトリロドプシンはウシより3残基長い。ギャップを考慮して比較する
 と,鳥類・哺乳類ロドプシン間ばかりでなく,ロドプシン・色覚色素間にも共通した複数の
 エレメントが見いだされた。この領域はロドプシンキナーゼによるワン酸化標的部位である
 ことが,ウシロドプシンでわかっている。このことから,この領域は視物質一嵐二光1言号ス
 イッチオフ機能に重要なリン酸化部位であると推論した。
 環ドプシンの分子進化
 ハエロドプシンのアミノ酸配列はウシのそれと相同性を示すことから,ロドプシン∂崔先分
 子は脊椎・無脊椎動物に分れる以前に存在したと考えられている。そこで,本請文でも抗ウシ
 ロドプシン抗体を用いていろいろな動物のロドプシンとの交差反応を調べてみた,
 R11311と名付けた抗体,及び先に決定基を同定したRh29は,調べた脊椎重う物.一処ニフト
 リ・イモリ・カエル・コイ・ヤツメウナギ)のすべてのロドプシンに反応した,忙ってコドプ
 シンは脊椎動物に分れた後,かなりよく保存された形で進化してきたのであろ～.また、両抗
 体は無脊椎動物のタコにもよく反応した。従って軟体動物ロドアシンもやは1}同じ謹先分子か
 ら進化したと言える。Rh四の決定基はウシロドプシン光活性1ヒに伴って構造変化する部位と
 考えられたので,この決定基がタコにまで存在することは,この領域が進1ヒ上保存されるべき
 重要な機能を担っていることを示唆する。しかし,もうひとつの無脊椎動物の仲間,節足動物
 ザリガニロドプシンにはRh29は結合しなかった。ハエロドプシンのアミノ酸配列にもRh29
 の結合する配列が見いだせないので,節足動物では軟体動物や脊椎動物で保存されてきたと仮
 定した機能を失っているかもしれない。
 次にニワトリロドプシンのアミノ酸配列を哺乳類のロドプシンやヒトの色覚色素と比較して
 みると,そのC末端後半部に進/ヒの形跡が見いだされた。ニワトリロドプシンのC末端後半部
 は,ウシ・ヒトロドプシンよ1)も,色覚色素のそれに似た配列と構造を持っていたのである。
 つま1).ウシやヒトロドプシンでは色覚色素やニワトリロドプシンに見い出されるS早VS早と
 いう配列が欠如していた。
鈴}
 _轟.
 色覚色素は約5億年前にロドプシンから分化したと考えられているから,S早VS早という配
 列は,ロドプシンと色覚色素が分化する以前の分子にも存在したと考えられる。また,ウシ・
 ヒトロドプシンでみられた欠失の時期は,鳥類と哺乳類が分れた約2億年以降,ウシとヒトが
 分れた約8千万年以前である。
 尚,ウシ・ヒトロドプシンで欠失した配列はまさにリン酸化されうる残基(SとT)から成っ
 ている。従って,ニワトリロドプシンや色覚色素ではウシ・ヒトロドプシンよりも多くの残基
 がリン酸化されているかも知れない。
 今後の展望
 抗体の交差反応が示す様に,ロドプシンはいろいろな動物でかなりよく保存された分子であ
 る。そこで,本研究でクローニングしたニワトリロドプシン遺伝子は,それをDNAプローブに
 用いることにより,他の動物の視物質をクローニングするためのよい材料となるであろう。
 また,この遺伝子を適当な系で発現させることができれば,蛋白質工学的な応用も可能となっ
 てくる。例えば,本論文で推論された機能部位を確認するために,hlvitro突然変異等の手法で
 人工視物質を作成する。その機能を調べれば,改変した部位がロドプシンのどの機能に関連し
 た部位であったかを決定することができるであろう。
以上
 (注)論文ではニワトリとウシ・ヒトのロドプシン,及びロドプシンとヒトの色覚色素(ロド
 プシン'同様の構造モデルが提出されている)の間のアミノ酸配列相同性から,機能ドメイ
 ンの特徴付けを試みた。尚,ウシロドプシンと色覚色素は全体で約40%の配列相同性を示
 す。
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 論文審査の結果の要冒
 高尾雅提出の博士論文は,眼の光受容分子ロドプシンの分子構造についてモノクローン抗体
 とDNAの塩基配列から解析し,その分子進化について論じたものである。
 ロドプシンは眼の視細胞外節円板膜に存在する膜タンパク質である。ロドプシンが光を受容
 すると構造変化し信号をGタンパクに伝えると考えられている。
 本研究の前半は,ウシのロドプシンに対するモノクローン抗体を調製し,それを用いて膜中
 でのロドプシンの構造を研究した。まず,得られた三種類の抗体の特性を明らかにした。次に
 そのうち一種類の抗体(Rh29)はロドプシンのN一末端近傍の21-25番目の残基を含む領域に
 結合することを明らかにした。その後ロドプシンのタンパク質分解酵素による部分分解とその
 産物の抗体結合性から,N一末端は円板膜内側に,C一末端と3つのループが細胞質側に露出
 しているというモデルを検証した。また,Rh29のロドプシンに対する結合性は光退色前後で著
 しく異なることから,その結合部位周辺でロドプシンの高次構造が変化することを示した。さ
 らに,この抗体が脊椎動物だけでなく無脊椎動物ロドプシンにも結合することから,この部位
 がロドプシンのなんらかの機能部位であることを示した。
 本研究の後半ではニワトリのロドプシン遺伝子をクローニングし,その全塩基配列を決定し
 た。その結果ニワトリロドプシンとウシとでは84%が同一のアミノ酸配列であることが明らか
 になった。特に本研究前半部分で検証した膜内構造モデル中,細胞質側に露出していると考え
 られる3つのループとC一末端セグメント前半部はウシとニワトリでほぼ完全に保存されてお
 り,機能的に重要な領域と考えられる。また,ウシロドプシンで知られているリン酸化を受け
 る領域(C～末端後半部)では,数残基の挿入や欠失を導入することによワ,哺乳類と鳥類のロ
 ドプシン問,およびそれらと色覚色素間で,共通したエレメントが存在することを明うかにし
 た。
 本研究で明らかにされたことは,視物質の研究のみならずホノレモンや神経の1ヒ字1云達物質受
 容体の構造研究にも大きく寄与する。よって高尾雅提出の博士論文は本人が自立して研究活動
 を行うに必要な高度の研究能力と学識を有する二とを示しており,理学博士の学位論文として
 合格と認める。
 一131一
